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Статья посвящена разработке и апробации стандартной операционной процедуры «Молекулярное типирование 
С.trachomatis для оценки клональной структуры и степени генетического разнообразия штаммов С.trachomatis, 
циркулирующих на территории Российской Федерации». В результате проведенных исследований по типированию 
штаммов c. trachomatis, полученных из регионов Российской Федерации с использованием 6 генов c. trachomatis 
(ompA, СТ046, cT058, cT144, cT172 и pbpB), была установлена их значительная гетерогенность с преобладанием 
серотипа Е. Однако проведение типирования c. trachomatis одновременно по шести генам представляется излишне 
трудоемким, длительным во времени, трудно интерпретируемым, что определяет необходимость разработки 
других Протоколов типирования с использованием меньшего числа (не более 2—3 — по аналогии с NG-MAST) 
значимых генов. 
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The article is devoted to the development and validation of a standard operating procedure entitled «Molecular typing 
of С. trachomatis for assessment of the clonal structure and extent of genetic diversity of С. trachomatis strains 
circulating in the territory of the Russian Federation.» The studies that involved the typing of C. trachomatis strains 
obtained from regions of the Russian Federation with the use of six c. trachomatis genes (ompA, СТ046, cT058, cT144, 
cT172 and pbpB) revealed their significant heterogenicity with the prevalence of the E serotype. However, the typing of 
c. trachomatis for six genes at one time seems to be too time-consuming and long-lasting and is hard to be interpreted, 
which explains the need to develop other typing protocols using a smaller number of relevant genes (not more than two 
or three — by analogy with NG-MAST). 
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 Возбудитель урогенитального хламидиоза Chlamydia 
trachomatis относится к облигатным патогенам и пере-
дается от человека к человеку преимущественно по-
ловым путем. В течение последних лет в Российской 
федерации заболеваемость урогенитальной хламидий-
ной инфекцией вышла на первое место среди всех бак-
териальных инфекций, передаваемых половым путем 
(Иппп). В нашей стране сегодня урогенительный хла-
мидиоз — вторая по распространенности регистрируе-
мая Иппп после трихомониаза [1]. 
Разработка эффективных мероприятий по сниже-
нию уровня заболеваемости урогенитальным хлами-
диозом должна базироваться на четких представле-
ниях об особенностях эпидемиологии. Одним из ос-
новных условий для решения этих вопросов является 
разработка методологии, позволяющей изучать зако-
номерности распространения инфекций, передавае-
мых половым путем, с созданием стандартизованных 
протоколов молекулярного типирования возбудителей 
Иппп (с дальнейшим анализом полученных данных), 
основанная на выявлении сходства и различия между 
штаммами бактерий одного биологического вида, вы-
деленных от различных пациентов, то есть осущест-
вление типирования. 
Современные подходы к типированию бактерий 
основаны на теоретических представлениях об эво-
люции микроорганизмов и структуре бактериальных 
популяций. Методы типирования предполагают выяв-
ление у бактерий фенотипических или генотипических 
признаков, по которым внутри бактериальной популя-
ции можно выявить отдельные группы (субпопуляции 
или клоны). Такие группы могут обладать селектив-
ными преимуществами в сравнении с остальной попу-
ляцией, вызывать более тяжелые заболевания, обла-
дать устойчивостью к антибактериальным препаратам 
или другими практически важными свойствами. Типи-
рование бактерий также необходимо для прослежива-
ния путей распространения инфекции как в пределах 
ограниченных сообществ людей, так и на глобальном 
уровне. 
Общие принципы и технологические подходы к мо-
лекулярному типированию различных микроорганиз-
мов во многом сходны. Они основаны на выявлении 
у микроорганизмов комплекса признаков, наличие 
или отсутствие которых у отдельного штамма явля-
ется его уникальной характеристикой. чем больше 
одинаковых признаков у двух или более штаммов, тем 
ближе их генетическое родство. В качестве призна-
ков, характеризующих свойства отдельных штаммов 
бактерий, используют структуру генов (их первичную 
нуклеотидную последовательность).
Основным методом типирования C. trachomatis до 
последнего времени являлся метод серотипирования, 
основанный на выявлении вариантов антигенной струк-
туры основного белка внешней мембраны микроорга-
низма (The Major outer membrane protein — MOMP) [2]. 
Описано 19 сероваров C. trachomatis, и установлено, 
что серотипы А, В и С вызывают трахому, серотипы от 
D до K — урогенитальный хламидиоз и три серотипа 
(L1 — L3) — венерическую лимфогранулему; уроге-
нитальный хламидиоз наиболее часто ассоциируется 
с сероварами D-F [3]. Вместе с тем серотипирование 
является достаточно трудоемким и длительным процес-
сом, требующим получения чистой культуры хламидий, 
высокой квалификации персонала и наличия набора 
моноклональных антител [4—5]. В связи с указанными 
фактами традиционное серотипирование в настоящее 
время вытесняется молекулярными методами, осно-
ванными на амплификации гена, кодирующего основ-
ной белок внешней мембраны и последующем анализе 
ампликона. 
Молекулярные методы типирования C. trachomatis 
к настоящему времени разработаны недостаточно. 
Шире всего распространен метод типирования, осно-
ванный на секвенировании полного гена основного 
белка внешней мембраны (omp1) или его вариабель-
ных областей. Данный метод позволяет получить 
данные о серотипах хламидий, аналогичные данным, 
получаемым при традиционном серотипировании, од-
нако его разрешающая способность относительно не-
велика. Как традиционное, так и молекулярное серо-
типирование не позволит проводить дифференциров-
ку штаммов хламидий, относящихся к одному и тому 
же серотипу. 
Для амплификации ДНК C.trachomatis чаще всего 
используют гнездную пцР. получаемые ампликоны 
исследуются методами анализа полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов, обратной гибридизации 
[6—7], олигонуклеотидных чипов [8] и секвенирова-
ния [9—11]. Сравнительно недавно для типирования 
C. trachomatis был предложен метод гнездной пцР 
в реальном времени, по разрешающей способности 
не уступавший секвенированию omp1 гена [12]. Ис-
пользование некоторых из современных молекуляр-
ных методов типирования позволяет получать резуль-
таты, идентичные традиционному серотипированию.
Для решения задачи по установлению возможной 
взаимосвязи между вариантами генотипа хламидий 
и характером клинического течения заболевания не-
обходимы новые методы типирования C. trachomatis 
с большей разрешающей способностью, чем тради-
ционное серотипирование, и молекулярные методы, 
основанные на анализе omp1 гена, которые бы по-
зволили дифференцировать внутри сероваров группы 
и подгруппы. Диагностическая значимость таких ме-
тодов очевидна. Выделение типов (или подтипов) хла-
мидий, вызывающих развитие серьезных осложнений, 
открывает возможность индивидуализации режимов 
лечения и наблюдения за пациентами, инфицирован-
ными такими микроорганизмами. 
Наиболее широко распространенным методом, 
применяемым для молекулярного типирования ря-
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да микроорганизмов, является мультилокусное сек-
венирование (MultiLocus Sequence Typing — MLST). 
принцип метода MLST основан на проведении секве-
нирования и последующего анализа нуклеотидных по-
следовательностей большого числа (от 6 до 16) генов 
«домашнего хозяйства» микроорганизма. Одними из 
первых бактерий, к типированию которых был приме-
нен метод MLST, были менингококки [13].  
при типировании методом MLST C. trachomatis [14] 
в качестве мишеней для типирования были исполь-
зованы высоковариабельные области: два аннотиро-
ванных гена (hctB и pbpB) и три гипотетических гена 
(CT058, CT144 и CT172). попытки воспроизведения 
описанного метода MLST в ряде лабораторий оказа-
лись неудачными, что, вероятно, связано с неудач-
ным подбором праймеров для амплификации генов 
и условий реакции. Кроме этого, метод требует вы-
деления хламидий в чистой культуре. Типирование 
по пяти генам является достаточно дорогостоящим 
и трудоемким. 
Основной целью данной работы явилась разра-
ботка протокола молекулярного типирования хлами-
дий, применимого в широкой лабораторной практике, 
основанного на непосредственном анализе биологи-
ческого материала, полученного от пациентов (без 
выделения чистой культуры микроорганизма), харак-
теризующегося высокой разрешающей способностью 
и производительностью, низкой стоимостью проведе-
ния исследований, легкостью интерпретации получа-
емых результатов, а также повышенной информатив-
ностью с точки зрения эпидемиологии и патогенеза 
урогенитального хламидиоза. 
Материалы и методы
Для проведения исследований по молекулярно-
му типированию C. trachomatis было использовано 
40 образцов биологического материала, полученных 
от больных с подтвержденной урогенитальной хла-
мидийной инфекцией из различных регионов Рос-
сийской федерации. Сбор генетического материала 
C. trachomatis осуществлялся в соответствии с Ин-
струкцией, разработанной сотрудниками ГНцД, ко-
торая была разослана в лечебно-профилактические 
учреждения дерматовенерологического профиля че-
тырех субъектов Российской федерации, представ-
лявших три федеральных округа России: Северо-за-
падный (г. Санкт-петербург и Архангельск), приволж-
ский (г. Самара) и центральный (г. Москва).
В соответствии с Инструкцией по сбору биологи-
ческого материала от больных урогенитальной хла-
мидийной инфекцией, содержащего C. trachomatis, 
генетический материал C. trachomatis получали пу-
тем выделения ДНК из клинического материала (со-
скоб клеток эпителия цервикального канала у женщин 
и уретры у женщин и у мужчин), полученного от па-
циентов с подозрением на Иппп, обратившихся на 
прием к врачу в лечебно-профилактическое учреж-
дение дерматовенерологического профиля. Нали-
чие в образцах ДНК C. trachomatis подтверждалось 
в субъектах Российской федерации и в фГБу «ГНцД 
Росмедтехнологий» путем постановки полимеразной 
цепной реакции. пцР-исследования проводили с ис-
пользованием набора «ДНК-экспресс» (Нпф «Литех») 
или «ДНК-сорб-А» (АМ). Наличие ДНК C. trachomatis 
в образце подтверждалось методом пцР. пробирки 
с надосадочной жидкостью — супернатантом, содер-
жащим ДНК C. trachomatis, замораживались и до от-
правки в фГу «ГНцД Росмедтехнологий» хранились 
в условиях низкой температуры (–20, –40, –70 °С). 
Транспортировка генетического материала 
C. trachomatis осуществлялась в соответствии со стан-
дартной операционной процедурой «Транспортировка 
и доставка клинического материала и выделенных 
культур возбудителя» (СОп № 001/02 ГОН), разрабо-
танной ранее сотрудниками фГу «ГНцД Росмедтехно-
логий». экспресс-доставка образцов из регионов про-
водилась курьерской службой «DHL» с соблюдением 
принципа «холодовой цепи». 
Всего для проведения исследований в ГНцД было 
получено 40 образцов клинического материала, со-
держащих ДНК C. trachomatis, из 4 субъектов Россий-
ской федерации (табл. 1). 
В работе применены следующие методы исследо-
вания:
  методы выделения ДНК C. trachomatis с использо-
ванием коммерческих сертифицированных набо-
ров реагентов;
  компьютерные программы для конструирования 
праймеров;
  метод полимеразной цепной реакции для иденти-
фикации C. trachomatis в образцах биологического 
материала, амплификации фрагментов исследу-
емых генов, а также для наработки продуктов для 
секвенирования;
  модифицированный метод Сенгера определе-
ния нуклеотидной последовательности генов 
C. trachomatis (ompA, pbpB, CT046, CT058, CT144 
и CT172) с использованием набора d-Rhodamine 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit 
(Applied Biosystems, Warrington, UK) согласно ин-
струкции фирмы-производителя. Анализ результа-
тов реакции секвенирования проводили на приборе 
ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer с использованием 
программного обеспечения («Applied Biosystems», 
США; «Hitachi» япония) в соответствии с прила-
гаемыми инструкциями. Восстановление полно-
размерных последовательностей анализируемых 
генов, выравнивание и сравнительный анализ ну-
клеотидных последовательностей проводили с ис-
пользованием модулей ContigExprress и AlignX про-
граммного пакета «Vector NTI® 9.0» (Informax, Inc). 
Нуклеотидные последовательности генов анализи-
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руемых штаммов сравнивали с последовательно-
стями, представленными в базе данных GeneBank 
c помощью сервиса BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST). 
Результаты и обсуждение
Анализ имеющихся источников научной литерату-
ры, касающихся методов молекулярного типирования 
C. trachomatis, показал высокую вариабельность генов 
C. trachomatis и принципиальную возможность исполь-
зования для типирования C. trachomatis генов pbpB, 
CT046, CT058, CT144, CT172 и ряда других, а также 
гена основного белка внешней мембраны ompA этого 
микроорганизма [15—18]. 
На основе полученных данных в ГНцД разработа-
на стандартная операционная процедура «Молекуляр-
ное типирование С.trachomatis для оценки клональ-
ной структуры и степени генетического разнообразия 
штаммов С.trachomatis, циркулирующих на террито-
рии Российской федерации». В качестве генов-канди-
датов для молекулярного типирования C. trachomatis 
были отобраны гены: ompA, pbpB, CT046, CT058, 
CT144 и CT172. 
Стандартная операционная процедура предус-
матривает проведение молекулярного типирования 
C. trachomatis» путем секвенирования шести вари-
абельных генов C. trachomatis: ompA, pbpB, CT046, 
CT058, CT144, CT172, где: 
  ген ompA — ген, кодирующий основной белок на-
ружной мембраны C.trachomatis, определяющий се-
рологическую специфичность отдельных штаммов;
  ген pbpB — ген, который кодирует пенициллинсвя-
зывающий белок C. trachomatis; 
  ген CT046 кодирует гистон подобный белок (hctB);
  гены CT058, CT144, CT172 — вариабельные гипо-
тетические гены C. trachomatis, кодирующие белки 
микроорганизма с неизвестной функцией.
Стандартная операционная процедура молекуляр-
ного типирования C. trachomatis включает:
  выделение ДНК микроорганизма непосредственно 
из образцов биологического материала (соскоб из 
уретры и шейки матки, влагалища) с оптимизацией 
условий выделения ДНК C. trachomatis с целью по-
лучения большего выхода продуктов реакции; оп-
тимизация условий выделения ДНК C. trachomatis 
из биоматериала достигалась путем изменения 
времени инкубации биообразца в лизирующем 
буфере и путем введения в процедуру выделения 
ДНК этапа встряхивания на вортексе;
  этапы амплификации и секвенирования иссле-
дуемых генов C. trachomatis (ompA, pbpB, CT046, 
CT058, CT144 и CT172); нуклеотидные последова-
тельности исследуемых генов были найдены в базе 
данных GenBank под номером АЕ001273. прайме-
ры к фрагментам генов были подобраны с помо-
щью пакета компьютерных программ BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool; http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/) и Primer, Oligo6. 
при создании Стандартной операционной проце-
дуры были опытным путем оптимизированы условия 
полимеразной цепной реакции для амплификации 
перечисленных выше генов C. trachomatis в сравне-
нии с опубликованными, что позволило повысить вы-
ход продуктов реакции амплификации и устранить 
регистрацию неспецифических продуктов реакции. 
Оптимизация условий амплификации генов ompA, 
pbpB, CT046, CT058, CT144, CT172 заключалась в из-
менении профиля и количества циклов амплификации 
(табл. 2) с применением подхода touchdown PCR.
Разработанная Стандартная операционная проце-
дура молекулярного типирования C. trachomatis была 
апробирована на выборке из 40 образцов биологиче-
ского материала, содержащего ДНК C. trachomatis. 
хламидийную ДНК для проведения типирования 
получали из образцов биологического материала (ма-
зок из цервикального канала или соскоб из уретры), 
показавшего положительный результат при диагно-
стических исследованиях (в полимеразной цепной 
реакции) в лабораториях лечебно-профилактических 
учреждений Москвы, Санкт-петербурга, Самары и Ар-
хангельска, а также использовали полученные из этих 
регионов образцы ДНК-проб C. trachomatis от больных 
людей (по 10 образцов из каждого региона).
Следует отметить, что некоторые образцы ДНК-
проб, полученные из регионов, содержали недоста-
точное количество ДНК для постановки пцР. это 
Федеральный округ Субъект Российской Федерации Количество полученных изолятов
Северо-Западный ФО Архангельская область 10
Северо-Западный ФО Санкт-Петербург 10
Приволжский ФО Самарская область 10
Центральный ФО Москва 10
Количество образцов биологического материала, содержащего C. trachomatis, полученных 
из различных субъектов Российской Федерации
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могло быть связано либо с недостаточно полным вы-
делением ДНК C. trachomatis из биологического мате-
риала, либо с неправильной транспортировкой ДНК-
проб, связанной, возможно, с нарушением системы 
холодовой цепи и разрушением ДНК C.trachomatis во 
время транспортировки. Из общего числа полученных 
образцов непригодными для исследований оказались 
13 образцов, в том числе 4 образца из Мурманска, 
6 из Архангельска и 3 из Санкт-петербурга. 
На первом этапе проведения молекулярного типи-
рования C. trachomatis с целью определения генотипов 
изученных изолятов C. trachomatis и определения при-
надлежности каждого штамма C. trachomatis к тому 
или иному серотипу были использованы нуклеотид-
ные последовательности фрагмента ompA гена. Для 
этого полученные нуклеотидные последовательности 
изученных штаммов C. trachomatis сравнивали с по-
следовательностями генов референсных штаммов 
хламидий различных серотипов:
  серотип B/TW-5 (номер по GenBank M17342), 
  серотип B/IU-1226 (номер по GenBank AF063208),
  серотип C/TW3 (номер по GenBank M17343), 
  серотип D/B-120 (номер по GenBank X62918), 
  серотип D/IC-Cal8 (номер по GenBank X62920), 
  серотип E/Bour (номер по GenBank X52557), 
  серотип F/ICCal3 (номер по GenBank X52080), 
  серотип G/UW57 (номер по GenBank AF063199), 
  серотип H/Wash (номер по GenBank X16007), 
  серотип I/UW-12 (номер по GenBank AF063200), 
  серотип Ia/IU-4168 (номер по GenBank AF063201), 
  серотип J/UW36 (номер по GenBank AF063202), 
  серотип Ja/IU-A795 (номер по GenBank AF063203), 
  серотип K/UW31 (номер по GenBank AF063204),
  серотип L1/440 (номер по GenBank M36533), 
  серотип L2/434 (номер по GenBank M14738), 
  серотип L3/404 (номер по GenBank X55700).
В результате проведенного сравнительного ана-
лиза нуклеотидных последовательностей штаммов 
C. trachomatis, полученных от больных урогениталь-
ным хламидиозом, с референсными последовательно-
стями фрагментов ompA гена было установлено, что 
4 штамма C. trachomatis принадлежали к серотипу D, 
2 штамма — к серотипу G, 2 штамма — к серотипу К 
и преобладающее количество штаммов относилось 
к серотипу Е (n = 19).
На следующем этапе молекулярного типирования 
штаммов C. trachomatis была оценена вариабельность 
C. trachomatis, полученных из регионов Российской 
федерации, по генам СТ046, CT058, CT144, CT172, 
pbpB. На рисунке 1 представлен результат ампли-
фикации фрагментов генома C. trachomatis (CT058, 
CT144, CT172 и CT046).
Нуклеотидные последовательности фрагментов 
генов, полученные в результате секвенирования, 
сравнивались с референсными последовательностя-
ми соответствующих генов. Результаты оценки вариа-
бельности изученных генов суммированы в таблице 3.
Как следует из таблицы 3, среди исследованных 
штаммов C. trachomatis была установлена значитель-
ная вариабельность нуклеотидных последовательно-
стей всех изучаемых генов. при этом среди штаммов 
C. trachomatis серотипа D отмечено: 3 генетических 
варианта гена оmpA, по 2 варианта генов СТ046, 
CT058 и CT144 и по одному варианту генов CT172 
и pbpB. Среди штаммов C. trachomatis серотипа Е 
отмечено: 9 генетических вариантов гена оmpA, по 
Условия амплификации ompA, pbpB, CT046, CT058, CT144, CT172 — генов C. trachomatis при 
проведении реакции амплификации
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5 вариантов генов СТ046 и CT144 и по 4 варианта 
остальных генов. Среди штаммов C. trachomatis се-
ротипа G отмечено по 1 варианту генов оmpA, СТ046 
и pbpB и по 2 варианта остальных генов; среди штам-
мов C. trachomatis серотипа К отмечено по 1 вари-
анту генов оmpA CT144 и pbpB, по 2 варианта генов 
СТ046 и CT058 и 3 варианта гена CT172. Существен-
ных различий в степени вариабельности между пред-
ставителями отдельных серотипов C. trachomatis вы-
явлено не было. Наличие существенной вариабель-
ности выбранных для молекулярного типирования 
генов C. trachomatis свидетельствует о возможности 
использования генов ompA, СТ046, CT058, CT144, 
CT172 и pbpB в качестве мишеней для молекулярно-
го типирования C. trachomatis. Вместе с тем оценка 
вариабельности C. trachomatis одновременно по 6 
генам является довольно трудной для интерпретации 
получаемых результатов и длительной во времени, 
что может явиться предпосылкой для разработки ме-
тодов типирования C. trachomatis с использованием 
меньшего числа генов (не более 2—3).
Таким образом, в результате исследований по ти-
пированию штаммов C. trachomatis, полученных из ре-
гионов Российской федерации, с использованием ге-
нов C. trachomatis: ompA, СТ046, CT058, CT144, CT172 
и pbpB была установлена их значительная гетероген-
ность с преобладанием серотипа Е, а также возмож-
ность типирования штаммов C. trachomatis с использо-
ванием 6 генов (с учетом их значительной вариабель-
ности). 
Вместе с тем проведение типирования 
C. trachomatis, получаемых из регионов Российской 
федерации, связано с рядом затруднений, обуслов-
ленных неразвитой в достаточной мере системой 
М                          CT058                             CT144                             CT172                            CT046
Серотип (количество штаммов  
c. trachomatis)
Количество вариантов генов
оmpA СТ046 cT058 cT144 cT172 pbpB
D (n = 4) 3 2 2 2 1 1
E (n = 19) 9 5 4 5 4 4
G (n = 2) 1 1 2 2 2 1
K (n = 2) 1 2 2 1 3 1
Вариабельность исследованных генов C. trachomatis (ompA, ÑÒ046, CT058, CT144, CT172, 
pbpB) при проведении молекулярного типирования
ТАБЛИЦА 3
Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР — продуктов амплификации фрагментов генома c. trachomatis: cT058, 
cT144, cT172 и cT046 гены размером в 1499, 799, 378 и 700 нуклеотидов соответственно, М — маркер мо-
лекулярного веса ДНК
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выделения ДНК из образцов и системой доставки 
образцов биологического материала, содержащего 
C. trachomatis. Кроме того, проведение типирования 
C. trachomatis одновременно по шести генам пред-
ставляется излишне трудоемким, длительным во 
времени, трудно интерпретируемым, что определяет 
необходимость разработки других протоколов типи-
рования с использованием меньшего числа (не более 
2—3 — по аналогии с NG-MAST) значимых генов. 
Основными направлениями дальнейших иссле-
дований клональной структуры C. trachomatis долж-
ны быть совершенствование методов амплификации 
хламидийной ДНК непосредственно из образцов био-
логического материала, сравнительная оценка вари-
абельности широкого круга генов — потенциальных 
мишеней молекулярного для типирования в образцах 
микроорганизма, выделенных в различных регионах, 
и разработка метода типирования. 
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